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2 Bevezetés:

Napjainkban évente 700000 ember hal meg antibiotikumrezisztens fertdzések kovetkeztében,
de becslések szerint 2050-re ez a szam a 10 milliot is elérheti, igy az egyik vezetd halalokka
valhat. Ezekhez a szamadatokhoz nagymértékben hozzajarul az antibiotikumok talzott €s nem
minden esetben indokolt hasznalata (Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017). A feleldtlen
hasznalat nem csupdn a betegellatasban, hanem a mezdgazdasdgban is nagy problémat okoz
(Manyi-Loh és mtsai. 2018). Az ennek eredményeként létrejovoé antibiotikumrezisztens
baktériumok emberek haldlat okozzdk, illetve a korhazak megfeleld muikodését is
veszélyeztetik, hiszen a hatasukat vesztett antibiotikumok kovetkeztében egy transzplantacid
vagy egy egyszerti mutét is koriilményessé valhat a jovoben (Crofts, Gasparrini, és Dantas

2017; Sommer és mtsai. 2017).

Az antibiotikumrezisztencia, vagyis hogy a korokozok ellendllnak az antibiotikumok
hatasanak, tavolrol sem Ujkeletli jelenség. A penicillint Fleming 1928-ban fedezte fel, de mar
az 1945-ben tartott Nobel-dijas eldadasdban felhivta a figyelmet az antibiotikumrezisztens
korokozok elterjedésének veszélyére (Alexander Fleming | Biography, Education, Discovery,
Nobel Prize, & Facts | Britannica; Fleming 1945). Mar az 1940-es években regisztraltak olyan
antibiotikumrezisztens baktériumokat, amelyek rendelkeztek olyan enzimekkel, amelyek
hidrolizaltak a penicillin G-t. Emellett mar 25 évvel a penicillin felfedezését kovetden jarvanyos
méreteket Oltott a penicillinrezisztens Staphylococcus aureus eldfordulasa. A pandémia végét
egy uj antibiotikum, a methicillin felfedezése jelentette (Chambers és DeLeo 2009; Kirby 1944,
Rammelkamp és Maxon 1942). A 20. szazadban tehat az antibiotikumrezisztens baktériumok
megjelenésére a valasz Gjabb antibiotikumok fejlesztése volt, figyelmen kiviil hagyva az ;j
antibiotikumok rezisztencia szempontjabol torténd jellemzését. Emellett, az antibiotikumok
felelétlen hasznalata tovabb stlyosbitotta az antibiotikumrezisztens baktériumok ¢és az altaluk
hordozott antibiotikumrezisztencia-gének (ARG) elterjedését. Mindezen okokat figyelembe
véve az antibiotikumrezisztens fertdzéseket célzo kutatasok folytatasa kritikus fontossaggal bir.

(Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017)



Az antibiotikumrezisztencia-gének (ARG-k) elterjedésének monitorozésa a rezisztenciakutatas
egyik kulcseleme. A rezisztenciagének két 6 uton kertilhetnek 4t mas baktériumokba. Az egyik
a vertikalis evolucio, a masik pedig a horizontdlis evolacié eredménye (Durdo, Balbontin, és

Gordo 2018, Sommer és mtsai. 2017).

A vertikdlis evolicidé egy normal 6roklddési folyamatnak felel meg, mely soran a gének a
sziilordl utddra 6rokldédnek, igy az elonyt jelentd tulajdonsdg aranya generaciorol generaciora
nd. Az ARG-k horizontalis géntranszfer utjan torténd elterjedése soran egy antibiotikumokra
rezisztens donor baktériumtol az antibiotikumra érzékeny recipiens baktérium rezisztencia

gén(ek)re tesz szert (Durdo, Balbontin, és Gordo 2018; Sommer és mtsai. 2017).

A horizontalis géntranszfer (HGT) harom {6 moddon valdosulhat meg: természetes vagy
mesterséges Uton torténd transzformacioval (1), bakteridlis virusok (bakteriofagok)
segitségével torténd transzdukcioval (2) és konjugacioval (3) (/. dbra) (Durdo, Balbontin, és

Gordo 2018, Sommer és mtsai. 2017).
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1. abra A horizontdlis géntranszfer fobb formdi (BioRender programmal készitve; Durdo, Balbontin, és Gordo 2018)

Az dbra a horizontalis géntranszfer harom f6 modjat foglalja dssze 1: Transzformdacio, 2: Transzdukcio bakterialis virusok
segitsegevel, 3: Konjugdcio

A HGT utjan szerzett rezisztencia mechanizmusok sokfélék lehetnek, tobbek kozott: az
intracellularis antibiotikum koncentréacio csokkentése, az antibiotikum célpontjanak modositasa
vagy antibiotikum inaktivacié hidrolizissel vagy kiilonféle modositasokkal. A 2. dbra a
bakterialis sejtben az antibiotikumok gyakori tdmadaspontjait és a baktérium altal valaszként

kialakitott rezisztencia mechanizmusokat foglalja 6ssze (Blair és mtsai. 2015).
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2. abra Antibiotikumok gyakori tamadaspontjai a baktériumban, illetve az ezekkel szemben kialakulo bakterialis
rezisgtencia mechanizmusok (BioRender programmal készitett abra.,; Blair és mtsai. 2015; modositott abra: Max 2018
alapjan)

A 2.dbra bal oldalan az antibiotikumok f6bb tamadaspontjai lathatoak. Az dbra jobb oldala a baktériumok
valaszmechanizmusait foglalja éssze. Zarojelben a bal oldalon, olyan antibiotikumok keriiltek felsorolasra, amelyek az adott
bakterialis strukturat, folyamatot tamadjak. Zarojelben a jobb oldalon, azok az antibiotikumok vannak, amelyekkel szemben az
adott rezisztencia mechanizmus eldfordul.

Hatasuk alapjan az antibiotikumok sokféleképpen csoportosithatok (2. dbra): gatolhatjak a
fehérjeszintézist (tetraciklinek, aminoglikozidok) vagy a DNS vagy RNS szintézist
(topoizomeraz gatlok: kinolonok), a folsav szintézist (szulfonamidok) vagy léteznek magat a
sejtfalszintézist gatlok (B-laktam antibiotikumok: cephalosporinok, karbapenemek) (Blair és

mtsai. 2015; Max 2018).

A baktériumok pedig az antibiotikumok okozta szelekcids nyomasra eltérd védekezési
mechanizmusokat ,,fejlesztettek ki”, melyek kiilonféle strukturalis kiilonbségekkel 1is
kiegésziilhetnek. A strukturdlis kiilonbségekbdl adddoan, mint példaul a Gram-negativ
baktériumok sajatos kiilso €s belsd membranbol 4116 sejtfalszerkezete eredményeképp a Gram-
negativokban ¢és a Gram-pozitivokban a védekezési mechanizmusok eltérhetnek. Az
antibiotikumok bejutasa a sejtbe a Gram-negativ baktériumok esetén a sejtfal kiilsd
membranjan 1évé porin csatorndkon keresztiil valosulhat meg. A baktérium ezért annak
érdekében, hogy csOkkentse a bejutd antibiotikum mennyiséget képes a porin csatornak
struktirajat megvaltoztatni, illetve a porin fehérje expressziot csokkenteni. Egy masik
lehetséges mod az intracellularis antibiotikum koncentracio csokkentésére a sejtfelszinen 1évo

efflux pumpakhoz kothetd. Az efflux pumpak aktivan képesek kijuttatni a sejtbdl a bejutott



antibiotikumokat. Az elébbi két mechanizmus gyakran tarsul enzimatikus folyamatokkal. Ezen
enzimatikus folyamatokra lehet jo példa a béta-laktam antibiotikumokkal szemben termel6do

béta-laktamaz enzimek. (Blair és mtsai. 2015, Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017)

Onmagiban azonban a fent emlitett rezisztencia mechanizmusok ismerete, még nem elég
ahhoz, hogy felvegyiik a harcot a rezisztens korokozokkal. A kiilonb6zd kornyezetekben
eléforduld funkciondlis ARG-k azonositasa kritikus a megfeleld antibiotikum fejlesztéshez

(Blair és mtsai. 2015, Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017).

Az antibiotikumrezisztencia kutatas hajnalan a rezisztencidért felelds gének azonositdsa
egyesével tortént egyetlen baktériumtorzset vizsgalva. Ezt kdvetden a szekvenalas fejlddése
eredményeképp lehetévé valt, hogy a vizsgalt kdrnyezetek Gsszes rezisztenciagénjét (az Un.
rezisztomakat) azonositsdk metagenomikai modszerek segitségével (Crofts, Gasparrini, és
Dantas 2017). Metagenomnak nevezziik a kiilonféle kornyezetekbdl izolalt mikrobak genetikai
allomanyanak Osszességét (Basak, Biswas, és Bhattacharyya 2020). A metagenomika pedig
egy olyan moédszer, amellyel egy adott kornyezetben €16 mikrobidlis koézosségek
feltérképezhetOk egy adott tulajdonsagra nézve anélkiil, hogy a mikrobialis k6z6sség minden
tagjat kiilon-kiilon szaporitanank. Ez a vizsgalt tulajdonsag lehet példaul az ARG-k jelenléte.
(Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017; dos Santos és mtsai. 2017)

A metagenomika egyik f6 hianyossdga azonban az, hogy a széles spektrumban azonositott
ARG-k nem nyertek funkciondlis megerdsitést. Ez azt jelenti, hogy a szekvenaldsok soran
azonositott ARG-k, nem feltétlen funkciondlnak rezisztencia determindnsként egy adott
baktériumban. Ezen gének validalasat a funkciondlis metagenomika tette lehetove. A
funkciondlis metagenomika egy olyan nagy-ateresztOképességli modszer, amellyel a
kornyezetben 1évé metagenomok egy adott funkciora nézve térképezhetdk anélkiil, hogy a
mikrobialis k6zosség minden tagjat kiilon-kiilon szaporitanank. (Crofts, Gasparrini, és Dantas

2017, dos Santos és mtsai. 2017; Sommer és mtsai. 2017)

Az antibiotikumrezisztencia kutatas soran az ARG-konyvtarak létrehozasdhoz jo alapanyagul
szolgalhatnak olyan teriiletekr6l szdrmazdé metagenomok, ahol az antibiotikumok
nagymértékben keriilnek felhasznélasra. Az ilyen teriileteken rengeteg ARG lehet jelen az

antibiotikumok okozta magas szelekcids nyomas eredményeként. Ezeket a teriileteket



rezisztencia forropontoknak nevezziik (Gwenzi, Musiyiwa, és Mangori 2020, Kunhikannan és
mtsai. 2021). llyen forrépontok lehetnek a korhdzak (1), a mezdgazdasagi teriiletek (6,3), a
szennyviztarozok (5), iparosodott teriiletek (6), de akér a hdztartasok is (2) (3. dbra) (Federal

Office of Health: How does antibiotic resistance spread? online forras).
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3. abra Antibiotikumrezisztencia forropontok (Federal Office of Public Health: How does antibiotic resistance spread?
online forras)

Az abran a fobb antibiotikumrezisztencia forropontok lathatoak a kornyezetben szamokkal jelélve 1: korhazak, 2: haztartasok,

3: élelmiszerek, 4. szallitas, 5: szennyviztarozok, 6: mezégazdasagi teriiletek, iparosodott teriiletek talaja. A nyilak a lehetséges
géncseréket (antibiotikumrezisztencia-gén cseréket) jelzik az egyes baktériumok kozatt.

Az antibiotikumrezisztencia kutatas egyik f0 célja a rezisztencia forrépontok és az ott cirkulalo
rezisztenciagének azonositdsa és e tudas felhasznaldsa a gydgyszergyartasi folyamatok soran.
Ehhez kivalé moédszert jelent a funkciondlis metagenomika (Crofts, Gasparrini, és Dantas

2017).

A fejlesztés alatt 4llo antibiotikumok szempontjabol kiemelt fontossagu a kiilonbozo
kornyezetekben potencidlisan mar jelenlévo €s cirkulalo rezisztenciagének feltérképzése hisz,
ha a rezisztenciagén(ek) mar jelen vannak a kdrnyezetben, az antibiotikum rdvid idén beliil
hatasat fogja veszteni €és a klinikumban valé alkalmazhatosdga megkérddjelezddik. Ehhez
kivald nagy-ateresztOképességli modszer a funkciondlis metagenomika, amely lehet6vé teszi,
hogy egy adott kdrnyezetbdl szdrmazd metagenom DNS-bdl olyan géneket azonositsunk,
melyek egy heterolog gazddban kifejezve egy altalunk vizsgalt, molekularis funkciot latnak el.
Ez a 2000-es években leirt technika lehetévé teszi példaul olyan funkcionalis ARG-k
azonositasat, amelyek horizontalis géntranszferrel mas baktériumokba is atkeriilhetnek és
miikodoképesek lehetnek az 0j gazddban is. A funkciondlis metagenomika segitségével
laboratoriumi koriilmények kozott modellezhetd a baktériumok kozotti géncsere €s ezaltal az
ARG-k atjutasa mas, potencidlisan korokoz6 baktériumokba. (Crofts, Gasparrini, és Dantas

2017, dos Santos és mtsai. 2017; Sommer és mtsai. 2017)



Az ARG-k azonositasa soran a modszer 0 lépései a kovetkezdek: Elsdként a kiilonféle
kornyezetekbdl (rezisztencia forropontokrol) torténd mintavétel torténik. Ezt koveti a
mintakbol torténdé metagenom DNS izoldlasa, fragmentalasa és ezen fragmentumok
méretszelekcioja. Harmadik 1épésként a méret alapjan elvalasztott fragmentumokat expresszios
vektorba ligaljak, amely lehetdvé teszi a heterolog gazdaban torténd expressziot. A metagenom
DNS fragmentumokat hordoz6 vektor konyvtarat pedig transzformalassal juttatjdk be a
vizsgalni kivant gazdaba. Utolso lépésként a vizsgalni kivant funkciora szlirnek. Ez esetben
kiilonféle antibiotikumok jelenlétében szelektaljak a rezisztens kolonidkat. A funkciondlis
ARG-k azonositésa pedig szekvendlassal torténik (4. dbra) (Apjok és mtsai (publikdlas alatt).
2022; Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017, dos Santos és mtsai. 2017; Sommer és mtsai. 2017).

1. Mintagytijtés 2. Genomi DNS 3. Ligalas 4. Transzformacio 5. Rezisztens
izolalas, expresszios kiilonb6z6 baktériumok
fragmentalas, vektorba baktériumfajokba szelekcidja kiilonféle
méretszelekcio antibiotikumok
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4. abra Funkciondlis metagenomikai munkafolyamat (BioRender programmal készitett abra)
Az abra a funkcionalis metagenomikai munkafolyamat fobb lépéseit mutatja szamokkal. Az elsé a mintagyiijtés kiilonféle
kornyezetekbdl, a masodik a genomi DNS izoldlasa, fragmentdcio és méretszelekcio, a harmadik az expresszios vektorba

torténd ligalas, a negyedik a transzformdcio kiilonbozd baktériumfajokba, az o6tédik pedig a rezisztens baktériumok szelekcioja
kiilonféle antibiotikumok mellett.

A 2.3 pontban emlitett funkciondlis metagenomikai munkafolyamat sordn a szelekciora
hasznalhatunk példaul B-laktam antibiotikumokat. Ezek koz¢ az antibiotikumok koz¢ tartoznak
a penicillin szarmazékok, cephalosporinok, monobaktdmok, karbapenemek, cephamicinek. A
B-laktamok olyan baktericid antibiotikumok, amelyek a baktériumokban a sejtfalszintézist
gatoljak, hasonloan az elsdként felfedezett antibiotikumhoz, a penicillinhez (Blair és mtsai.
2015; Bush és Bradford 2016, 2019). A baktericid antibiotikumok a baktériumok pusztulasat
okozzadk, mig a bakteriosztatikusak csak a baktériumok szaporodasat gatoljak (tetraciklinek).
(Antibiotic Classification & Mechanism - Basic Science - Orthobullets; Pankey és Sabath 2004)
Elmondhat6, hogy a B-laktam antibiotikumok a leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok
koz¢ tartoznak napjainkban. (Bush és Bradford 2016)



A B-laktdm antibiotikumok népszerliségébe az 5. dbra enged betekintést, mely megmutatja,
hogy milyen ardnyban javallottak a B-laktam antibiotikumok orvosi kezelés folyaméan
napjainkban. Jol lathato, hogy a javallatok 65%-at a B-laktam antibiotikumok teszik ki (Bush
és Bradford 2016). Ez a népszerliség viszont szamos arnyoldallal rendelkezik, hiszen a fokozott
hasznalat az ARG-k széles repertoarjanak megjelenését eredményezi, illetve ezek széles korti
elterjedését (Bush és Bradford 2019; Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017). A B-laktdmokkal
szemben elterjedd0 ARG-k a p-laktamazok, melyek enzimatikus uton hasitjdk az

antibiotikumokat (Blair és mtsai. 2015).

W Tetraciklinek
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5. abra Javallott antibiotikumok ardnya az orvosldasban (Bush és Bradford 2016)- alapjan modositott abra

Az 5. abran lathato kérdiagrammon a felsorolt antibiotikumok felhaszndldsi aranya lathato az orvoslasban szinkoddal ellatva.
Mint lathato a B-laktamok a javallatok 65%-at teszik ki. A kordiagrammon szinkodolt antibiotikumok a kévetkezok: sotét kék:
p-laktamok; sotét rozsaszin:  tetraciklinek; fekete: trimetoprim/szulfonamidok; zold: makrolidek, ketolidek; lila:
fluorokinolonok; tiirkiz: aminoglikozidok, narancs: glikopeptidek; vilagos kék: polimixinek, rozsaszin: mds antibiotikumok.

A 6.abra a harmadik generacids cephalosporinokkal szemben rezisztens Escherichia coli (E.
coli) eléfordulasat mutatja a vilagon (ResistanceMap - Antibiotic Resistance honlap). A B-
laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencia Eurépaban, Azsiaban és Amerikaban is igen
gyakori. Azsia egyes teriiletein, mint Indidban akar 80% koriil is lehet a cephalosporinokkal
szemben rezisztens E. coli ardnya. Az azonositott rezisztens izolatumok ardnya viszont nem
minden esetben tiikr6z valds adatokat. Ennek f6 oka, az egyes orszdgokban eltérd
¢letkoriilmények és gazdasagi viszonyok ¢és az adatszolgaltatds hianya vagy korlatozottsaga.

(Elder, Kuentz, és Holm 2016, ResistanceMap - Antibiotic Resistance honlap)
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6. abra A cephalosporinok 3. generdcidjaval szemben rezisztens Escherichia coli eléfordulasi aranya (ResistanceMap -
Antibiotic Resistance honlaprol szarmazo dabra.)

oldali 0-tol 50%-ig terjedd szinkoddal ellatott skala a rezisztens izoldatumok aranyat mutatja rezisztencia %-ban. Az erésebb
sotétkék szin a nagyobb rezisztencia %-ot jeloli, az ilyen szinnel jel6lt teriileteken nagyobb aranyban azonositottak rezisztens
baktériumokat. A fehér szin azokat a teriileteket jelzi, ahol nem azonositottak harmadik generacios cephalosporinokkal szemben
rezisztens E. coli-t.

A B-laktdm antibiotikumok a baktériumok sejtfalszintézisét és ezaltal a novekedését gatoljak.
A sejtfalszintézis soran a transzpeptidaz reakcid gatldsan keresztiil fejtik ki hatdsukat. A
transzpeptidaz reakciot végrehajtd fehérjék az an. penicillin-kotd fehérjék (angolul: Penicillin-
binding proteins- PBP). A B-laktamok hatasa abbodl ered, hogy a PBP egy hiba eredményeként
a B-laktamot fogja szubsztratként felhasznalni, igy a PBP katalitikus centrumat irreverzibilisen
acilalja az antibiotikum, funkcioképtelen sejtfalat eredményezve. Ezaltal a funkcidoképtelen
sejtfal nem fogja tudni fenntartani a baktérium alakjat és a sejt ozmotikus tulajdonsagai
megvaltoznak. A baktérium lizisét pedig az okozza, hogy a bakteridlis autolitikus enzimek a
sejtfalosszetevoket lebontjak, sériil a peptidoglikan €s a murein, igy a permeabilitds megnd. Az
irreverzibilis modosulas utan a PBP hidrolizalodik, kdzben a B-laktam inaktivalodik a reakcio

veégére. (Bonomo 2017; Bush és Bradford 2019)

A B-laktdmokkal szemben igen hamar megjelentek az ARG-k, amelyek a B-laktamazokat
kodoljak. A B-laktamazok 4 féle modon képesek a B-laktamokkal szemben fellépni (Bonomo

2017). Az els6 mechanizmus lényege, hogy a PBP fehérjék modosulnak €s ezen modosulas
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eredményeképpen kisebb affinitdssal kotddnek a P-laktdm antibiotikumhoz. A masodik
mechanizmus is a PBP fehérjéket érinti, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben a belsd
membranban 1évé PBP-k hozzaférhetdsége valtozik meg. Ezen PBP-khez a B-laktam porin
csatornakon keresztiil jut és ha ezen porin csatornak médosulnak a membran permeabilitasa
megvaltozik az antibiotikumra ¢€s rezisztencia alakulhat ki. Erre lehet példa egyes porinok
(OprD) teljes hianya vagy csokkent mennyisége, melynek eredményeképpen rezisztencia
alakul ki a karbapenemekkel szemben (Bonomo 2017; Papp-Wallace és mtsai. 2011). A
harmadik mechanizmus az efflux pumpédk (példaul: mex) mikodésén alapul, gyakran
kiegésziilve mas rezisztencia mechanizmusokkal, tobbek k6zott hidrolitikus folyamatokkal. A
hidrolitikus folyamatok Iényege, hogy a vizaddiciot felgyorsitva inaktivaljak a B-laktam
antibiotikumot, igy az képtelen lesz a PBP miikodésének gatlasara (Blair és mtsai. 2015;
Bonomo 2017; Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017). A B-laktaméazok aktiv centrumukban
gyakran tartalmaznak szerint (szerin B-laktamazok) vagy cinket (metallo-B-laktamazok (MBL))
(Bush és Bradford 2019).

A B-laktamazok karakterizalasa soran figyelembe kell venni, hogy szerin -laktamazrol vagy
metallo-B-laktaméazrol (MBL) van-e sz6. Karakterizalasuknal két f6 iranyelv terjedt el az
Ambler féle és a Bush-Jacoby-Medeiros csoportositas. Az Ambler féle karakterizalas 4
kiilonféle molekularis osztalyt hoz létre és ezeket A, B, C és D betiivel jeloli. Az A, C és D
csoportok mind szerin B-laktamazok, a B csoport tagjai viszont a Zn?" iont tartalmazé MBL-k
kozé sorolhatéak. A Bush-Jacoby-Medeiros karakterizalas funkciondlisan kiiloniti el a -
laktamazokat alapul véve azok aminosavszerkezetét is. A csoportositdsi mod tovabba
figyelembe veszi a hidrolitikus profilt és a kiilonféle inhibitorokkal szembeni vélaszt. Ez a
csoportositas harom focsoportot (1,2,3) és kiilonbozo betlikkel jelolt alcsoportokat kiilonit el.

(Bonomo 2017, Bush és Bradford 2019)

A szerin B-laktamazok kozé tartozhatnak a plazmidokon €s kromoszomalisan is eléforduld
Ambler A és C csoportba tartozo B-laktaméazok (Ambler A: TEM-1, SHV-1, ESBL- extended
spectrum beta-lactamase, Ambler C: CMY). Tovabba az Ambler A és C csoporttdl
szekvencialisan igen eltérd szerin -laktamazok a D csoportba tartozo oxacillin hidrolizalo -

laktamazok (OXA). (Bonomo 2017, Bush és Bradford 2019)

A MBL-ek az Ambler osztalyozas szerint a B osztalyba tartoznak. A B osztalyba tartozo -

laktamazok a legtobb [-laktdmot és karbapenemet hidrolizdlni képesek, kivéve a
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monobaktamokat, amelyek kozé tartozik példaul az aztreonam is. Bar bizonyos kelatolo
agensek, mint példaul az EDTA képesek gatolni az MBL-eket, jelenleg nincs olyan FDA 4ltal
jovahagyott inhibitor, amelyr6l ugyanez elmondhatd (Bonomo 2017, Bush és Bradford 2019).
Néhany igéretes inhibitor viszont fejlesztés alatt all, melyek hatdsosak lehetnek ezen -
laktamazokkal szemben (xeruborbaktam, taniborbaktdm) (2021 antibacterial agents in clinical
and preclinical development WHO-jelentés). A probléma masik oldalat az jelenti, hogy ezek az
ARG-k gyakran plazmidokon kodoltak, igy konnyen terjedhetnek el a kornyezetben
horizontalis géntranszfer utjan. Ilyen B-laktaméazok lehetnek példaul az NDM-ek (New-Delhi
Metallo-B-laktaméazok). Szamos Gram-negativ baktériumban eléfordulnak tobbek kozott az
Enterobacteriaceae kiilonféle fajaiban, illetve Acinetobacter-ban és Pseudomonas fajokban.

(Bush és Bradford 2019; Verma 2017, Wang és mtsai. 2014)

3 Célkitiizés
A B-laktdm antibiotikumok a vildgon leggyakrabban ¢és legrégebb oOta alkalmazott
antibiotikumok. Ennek kovetkeztében, az elleniik rezisztenciat biztosité béta-laktamazok

repertodrja igen széles, amelyeket a baktériumok horizontalis géntranszferrel adnak at

egymasnak (Bush és Bradford 2019; Sommer és mtsai. 2017, Vaidya 2011).

Munkam célja, hogy vizsgaljam, a horizontalis géntranszferrel megvalosuld rezisztencia-
evoluciot klinikailag relevans korokozokban. Ehhez, funkciondlis metagenomikai szlirést
alkalmazok tobbféle kornyezeti mintabol késziilt metagenomikai €s genomi konyvtarakon E.
coli-ban. A konyvtarak létrehozdsdhoz hasznalt mintak olyan teriiletekrdl szarmaznak, amelyek
rezisztenciagén forropontoknak tekinthetoek (allatteny€sztés, szennyviz, valamint patogén
baktériumok genomja). A funkciondlis szlirés soran célom, a f-laktamaz enzimek azonositasa
ezekben a kornyezetekben, majd a késdbbiekben annak tesztelése, hogy melyek azok a [-
laktamaz inhibitorok, amelyeket az antibiotikumokkal egyiitt alkalmazva helyreallitjdk az

antibiotikumok hatékonysagat.

Ezek az eredmények hozzéjarulhatnak ahhoz, hogy javaslatokat tegylink, arra vonatkozdan,
hogy a kdrnyezetben cirkuldld B-laktamazokkal szemben melyek azok az antibiotikum és -
laktamaz inhibitor kombinaciok, amelyek jol alkalmazhatdk rezisztens bakterialis fertézések

kezelésére.
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4 Anyagok, eszkozok és modszerek:

A metagenomikai konyvtarépités elsd 1épése a kiilonb6zo kornyezetekbdl torténd mintagyiijtés,
majd ezekbdl a kornyezeti mintdkbdl genomi DNS izoldlas, fragmentalas, majd a DNS
fragmentumok méret alapjan torténd szétvalasztasa. A megfeleld méretii fragmenteket egy
alacsony kopiaszamu plazmidba ligéljuk és célfajba juttatjuk (Crofts, Gasparrini, és Dantas

2017, dos Santos és mtsai. 2017).

Munkdm egy nagyobb vizsgalat részét képezte (Apjok és mtsai. 2022 (publikalas alatt)), ahol a
felhasznalt mintdk Osszegylijtése antibiotikumrezisztencia forropontokrol tortént. Ilyen
teriiletek a korhdzak, az iparosodott teriiletek talaja, a szennyviztarozok, a mezégazdasag és az
emberi bélflora. A létrehozott konyvtarakat figyelembe véve 4 fokonyvtar kiilonithetd el: a
klinikai konyvtar, a bél mikrobiom konyvtar, a szennyviz konyvtar és az indiai talajmintakbol

szarmazo talajkonyvtar.

A klinikai konyvtarhoz antibiotikum rezisztens ¢s MDR (multidrog-rezisztens), azaz egynél
tobb antibiotikumra rezisztens baktérium térzsek genomjait hasznaltuk (Magiorakos és mtsai.
2012). Ennek soran egy korabban készitett, 68 bakterialis genombol allo konyvtarat 123 Gjabb
genommal kiegészitve, Osszesen 191 bakterialis genombol készitettiink genomi konyvtarat

(Apjok és mtsai. 2022 (publikadlas alatt)).

A szennyvizkonyvtar létrehozasdhoz sziikséges szennyvizmintak Magyorszagrél (Budapest,
Békéscsaba, Szeged, Debrecen, Kecskemét, HodmezOvasarhely) ¢€s Romaniabol

(Kézdivasarhely) szarmaznak.

A bél mikrobiom konyvtar allati és emberi eredetii iiriilék mintakbol épiil fel. Az allati bél
mikrobiom mintak egyrészt magyarorszdgi masrészt szerbiai dallattenyésztd telepekrdl
szarmazo allati tirtilékbol allnak (sertés, marha €s barany). Az emberi bél mikrobiom mintak
pedig 10 olyan eurdpai embertdl szarmaztak, akik nem alltak antibiotikum kezelés alatt a

mintaadast megeldz6 egy évben (Apjok és mtsai. 2022 (publikdlas alatt)).

A talaj konyvtarhoz a mintdk India erdsen iparosodott teriileteirdl szarmaznak (Apjok és mtsai.
2022 (publikalas alatt)). A fent emlitett konyvtarak koziil én hoztam Iétre az allati bél
mikrobiom és szennyviz alkonyvtarakat, valamint én bdvitettem ki a klinikai konyvtarat. A

tobbi konyvtarat munkatarsaim készitették.
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A kornyezeti mintakbodl torténd DNS izoldlashoz a Qiagen Dneasy Powersoil Pro (Qiagen)
kitet hasznaltam. Tobb kitet 6sszehasonlitva, mennyiségileg (koncentracid) €s mindségileg
(alacsony fragmentaltsag) ezzel a kittel lehetett a legjobb eredményeket elérni. A DNS izolalas
a kithez tartozo protokoll alapjan tortént - azzal a modositassal, hogy mintanként minimum 500

mg kornyezeti mintat hasznaltam fel a kiinduldsnal.

A klinikai i1zolatumokbdl toérténd genomi DNS preparalas a Sigma GeneElute Bacterial

Genomic DNA Kit (Sigma) kittel tortént — a kithez tartozd protokoll utasitasait kovetve.

Az izolalt DNS mintakat fragmentaltsag szempontjabdl agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik
(7. abra) A cél az, hogy minél alacsonyabb legyen a DNS fragmentaltsiga az izolalast

kovetben.

A 7. dbra lathaté agaroz gélelektroforézis kép 4 mezdgazdasagi mintabol izolalt DNS
fragmentaltsagat mutatja. Lathato, hogy a negyedik sdvban 1év0 minta fragmentaltabb, igy ezt
nem hasznaltuk fel a késébbiekben. A masik harom DNS minta (2,3,5) jo1 definialt savot mutat,
igy alkalmassd tette ezeket a mintakat probaemésztés végrehajtasara. Az agaroz
gélelektroforézishez 1 kbp Plus DNS molekulastly markert alkalmaztam (7Thermo Fisher
Scientific) és minden izolalt DNS mintabdl 100 ng-ot futtattam, GelRed (Biotium) interkalal6do
nukleinsav festéket alkalmazva. Az izolalt DNS mintakhoz 6x-os higitasban Loading dye

(Thermo Fisher Scientific) festék kertilt hozzaadasra. Ennek célja, hogy a DNS mintak haladasa

a gélfuttatas soran, nyomon kovethetd legyen. A gélfuttatas 120 V-on tortént 25 percig, 1%-0s

7. abra Fragmentdltsag ellendrzés agaroz gélelektroforézissel
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A gélképen az elsé és a hatodik savban a 1 kbp Plus DNS molekulasuly marker (Thermo Fisher Scientific) lathato. Szamokkal
jelolve az 2, 3, 4, 5 savban lathatoak a mezégazdasagi mintakbol izolalt DNS mintdk. A 2, 3, 5 savban lévé izolalt DNS mintdk
nem fragmentaltak, viszont a 4. savban lévé minta fragmentalt, igy azt nem hasznaltuk a tovabbiakban.

Az izolalt DNS fragmentalasa MIuCI (New England Biolabs- NEB) restrikciés enzimmel
tortént, melynek koncentracidja 10 U/ul. Egy probaemésztés soran eldszor megallapitottuk azt
az enzimmennyiséget, amellyel megfelelé méretli fragmentek érhetdek el. Esetiinkben ez az 1,5
kbp-5 kbp mérettartomany. Az izolalt genomi DNS-bdl reakcidnként 1000 ng-ot emésztettiink
meg kiilonboz6 enzimkoncentracidkkal (0,01 U; 0,1 U; 0,2 U; 0,5U; 1 U; 2 U; 3 U; 4 U; 5U).
Az MIuCI miikodéséhez sziikséges Smart-Cut puffert (New England Biolabs- NEB) 10x-es
higitasban alkalmaztuk, ez példaul 100 ul végtérfogat esetén 10 pl puffert jelent. Az emésztést
10 percig 37 °C-on végeztiik. Ezt egy hdinaktivacios 1épés kovette 20 percig 80 °C-on. Ez
utobbi Iépéssel az enzimet inaktivaltuk. Ezt kdvetden agardz gélelektroforézis segitségével
ellendrizziik az emésztést. A gélfuttatas 1 kbp Plus DNS molekulasuly marker (Thermo Fisher
Scientific) mellett tortént, 120 V-on 25 percig, 1 %-os agar6z gélen. Az emésztett mintakbol
50-50 ng-ot futtatunk meg a gélen, GelRed (Biotium) interkaldlodd nukleinsav festéket

alkalmazva.

A 8. abra lathato gélképen kiilonb6zo koncentracioju (0,01 U; 0,1 U; 0,2 U; 0,5 U; 1 U; 2 U;
3 U; 4 U; 5 U) Mlucl enzimmel emésztett DNS mintak lathatoak. Idealisnak, a 4.savban lathato
0,2 U-os emésztés mondhato, igy ezzel az enzimkoncentracidval végeztik az emésztést a
tovabbiakban (8. dbra). A 0,2 U-os enzimkoncentracid esetén nagy mennyiségti 1500 és 5000

bp mérettartomanyu fragmens érhetd el és a minta nem tilemésztett.

8. abra Probaemésztés MIuCI enzimmel

A 8.dbran egy mezogazdasagi minta probaemésztése lathato MIuClI enzimmel. Az elsd és a kilencedik savban az 1kbp plus DNS
molekulasuly marker (Thermo Fisher Scientific) lathato, a fragmentalt mintakbol 50-50 ng-ot futtattunk meg a gélen. A 2.savtol
a nyolcadik savig lathato a mezdégazdasagi mintabol izolalt DNS mintdak probaemésztése soran alkalmazott emelkedd
enzimkoncentracié (0,01 U; 0,1 U; 0,2 U, 0,3 U; 0,5 U; 1 U 2 U; 3 U). Idedlisnak a 4.savban ldathato 0,2 U-os
enzimkoncentracio mondhato, hiszen ebben az esetben nagy mennyiségii 1500 és 5000 bp mérettartomanyu fragmens érhetd el
és nem tekintheto tulemésztettnek sem a minta.
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Miutan megtalaltuk a megfeleld enzimkoncentraciot, az izolalt metagenomi és genomi DNS-
bol altaldban 30-40 pg-ot emésztettiink meg. Az volt a célunk, hogy az emésztést kovetden
nagyjabol 10-15 pg emésztett DNS maradjon, hogy megfelelé mennyiségli DNS-el kezdhesstik
meg a méretszelekciot. Az emésztés eredményét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az
emésztett DNS mintait DNA Clean &Concentrator (Zymo) kittel tisztitottuk a

szennyezOddésektdl a méretszelekcio elott és ismét DNS koncentraciot mértiink.

Az emésztés segitségével fragmentalt mintakat méret szerint elvalasztottuk és izolaltuk a
BluePippin DNA Size Selection System (Sage Science) késziilék segitségével. A
méretszelekcid sordn az 1,5- 5 kbp mérettartomanyba esé DNS fragmenseket valasztottuk el a
mas méretli fragmensektdl. Az elvalasztashoz a gyarto altal forgalmazott 0,75%-0s agardzt
tartalmazo kiilsé markeres gélkazettat ¢s a “Low Voltage 1-6 kb Marker S1” kazetta definicidt
hasznaltunk, céltartomanynak pedig az 1 és 5 kbp kozotti régiot adtuk meg, mivel ez a beallitas
bizonyult megfeleldnek a 1,5 kbp-os alsé hatar eléréséhez. Utdlagosan agaroz gélelektroforézis
segitségével ellendriztiik a megfeleld szelekciot, 50-50 ng-ot futtatva minden mintabol, GelRed
(Biotium) interkalalod6d nukleinsav festéket alkalmazva (9. dbra). A futtatds 1 kbp Plus
molekulasuly marker (Thermo Fisher Scientific) mellett tortént, 110 V-on 35 percig, 1%-os
agardz gélen. A méretszelektalt DNS mintdk haladdsanak kovetését a gélben a mintakhoz
adagolt 6x-os higitasban alkalmazott Loading dye (Thermo Fisher Scientific) biztositja. Ezt
kovetden tisztitottuk a mintakat a DNA Clean &Concentrator (Zymo) kittel, majd megmértiik

a méretszelektalt DNS koncentraciojat.

9. abra Méretszelekcio ellenorzése agaroz gélelektroforézissel

A BluePippin DNA Size Selection System (Sage Science) késziilék segitségével méretszelektalt metagenomi DNS-t agaroz-
gélelektroforeézissel ellendriztiik. A méretszelekcio soran az 1,5-5 kbp tartomanyba esé DNS fragmensekre szelektaltunk. Az
elsé savban az 1 kbp Plus DNS létra (Thermo Fisher Scientific) lathato, majd a masodik savban a méretszelektalt DNS lathato.
Az emésztett, méretszelektalt DNS minta az 1500 és 5000 bp mérettartomany kozétt volt, igy a méretszelekcio sikeres volt.

16



A klonozashoz az alacsony kopiaszamu pZE21-p15A plazmidot (/0. abra) szaporitottuk fel.
Ez a plazmid tartalmaz egy kanamicin rezisztencia gént, egy multiklonozé régiot, egy pl15A
replikacids origot €s egy T7 csomagold szignalt. Ez a csomagolo szignal lehetévé teszi, hogy a
plazmidot a hagyomanyos elektroporalas mellett bakteriofdg kozvetitett transzdukcioval is
bejuttathassuk kiilonb6z6 fajokba példaul Klebsiella pneumoniae-ba, Shigella sonnei-be vagy
pedig Salmonella enterica-ba (Apjok és mtsai. 2022 (publikalas alatt)). A plazmid mérete 3,5
kbp. Az 1,5-5 kbp fragmentumok beépitése utan egy viszonylag nagy méretli plazmidot kapunk.
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10. abra pZE21 pl5A plazmid felépitése (Apjok és mtsai. 2022 (publikdlas alatt))
A pZE pl5A plazmid 3531 bp nagysagu plazmid, amely kanamicin rezisztencia génnel rendelkezik (Kanres). Tovabba a
plazmidon még lathato egy pl5A replikacios origo (p15A_origin), egy multiklonozo régiot (MCS). Emellett tartalmaz egy T7

csomagolo szignalt (T7 packaging signal) és egy T7 promotert, amely az egyes patogén fajokba (K. pneumoniae, S. sonnei, S.
enterica) transzdukcioval torténd bejuttatast teszi lehetové.

A plazmid el6készitése a klonozashoz a plazmid PCR amplifikécidjaval kezdddott, mely soran
olyan forward és reverz primerek kombinaciojat alkalmaztuk, amelyek véletlenszerli
nukleotiddsszetételli 10-10 nukleotid hosszu barcode-okat tartalmaznak. Ezek a barcodeok az
Anyagok, Eszkozok és Modszerelk 4.11 alfejezetében emlitett hibrid szekvenalas kivitelezéséhez
sziikségesek. A primerek hibridizacidja 60 °C-on tortént, az elongacid 72 °C-on 1°45”°, 30
cikluson keresztiil. Ezt a felamplifikalt plazmidot 0,75 %-os agardz gélen 90-100 V-on 2-3 6ran
at futtattuk, majd izolaltuk a Monarch DNA Gel Extraction Kittel (NEB) a kithez tartozo
protokoll alapjan. Ezt kovetéen DNA Clean & Concentrator kittel (Zymo) tisztitottuk, majd

megmeértiik a plazmid DNS koncentracojat.

A g€lbdl izolalt és tisztitott plazmidot Eco-RI (Thermo Fisher Scientific) restrikcios enzimmel
emésztettiik, amely olyan hasitohelyeket hoz Iétre, amelyek kompatibilisek az inszertek
emésztése¢hez hasznalt MluCl (NEB) enzim altal 1étrehozott ragados végekkel. Az emésztés
soran 1000 ng DNS-hez 6 pul enzimet és Fast Digest (Thermo Fisher Scientific) puffert adtunk.

Az emésztés 50 percig tartott 37 °C-on, majd ezt kdveti 5 perc inaktivacio 80 °C-on. A mintat
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ezutan megtisztitottuk, majd koncentraciét mértiink. Ezt kovetden alkalikus foszfatazzal
kezeltiik a plazmidot, ahol 1000 ng DNS-hez 4 ul FastAP (Thermo Fisher Scientific) alkalikus
foszfatazt és az enzimhez alkalmazhat6 puffert adtunk. Az alkalikus foszfatdz eltavolitja a
fosztat csoportokat a DNS végekrdl és ezéltal a plazmid onligaldédasanak esélye nagymértékben
csokkentheto. Az alkalikus foszfataz kezelés alatt a mintat 20 6ran keresztiil 37 °C inkubaltuk,
majd 10 perces 75 °C-os inaktivalast kovetden DNA Clean &Concentrator kittel (Zymo)

tisztitottuk a plazmid DNS-t és koncentraciot mértiink.

A ligalas soran az alacsony kopiaszamu pZE21-p15A plazmidba (vektor-/0. abra), juttattuk be
a méretszelektalt DNS fragmenseinket (inszert). Az inszert:vektor arany 5:1 volt. Ez az arany
100 ng inszerttel és 20 ng vektorral vagy pedig 300 ng inszerttel €s 60 ng vektorral teljestilt. A
ligalasi reakciohoz T4 DNS ligazt, Rapid Ligation Puffert (Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk, a reakciohoz feleslegben ATP-t is adtunk. 15 pl ligalasi reakcid Osszeallitasahoz
sziikséges: 2,5 ul ATP a 100 mM-os ATP torzsoldatbol; 3 pul Rapid ligation puffer; 1,5 ul T4
DNS ligédz az 5 U/ul-es T4 DNS ligaz torzsoldatbol. A koncentréacio fiiggvényében hozzaadjuk
a DNS fragmenst ¢és a pZE21-p15A plazmidot, emellett a kivant végtérfogat eléréséhez a
reakcidhoz nukledz mentes vizet adunk. Kontrollként felhasznélhaté egy olyan reakcio, amely
az inszert helyett csupan nukledz-mentes vizet tartalmaz. Ezzel kontrollaltuk a vektor
onligalodasanak aranyat, a cél, hogy az onligaloédas minél alacsonyabb legyen. A ligatumokat
¢s a kontrollt egy éjszakan at 15 °C-on inkubéltuk, majd DNA Clean &Concentrator Kkittel
(Zymo) tisztitottuk.

A ligatumot ¢és a kontrollt elektrokompetens sejtbe (E. coli MegaX (Invitrogen) vagy E. cloni
10G ELITE Electrocompetent Cells (Lucigen)) elektroporaltuk. Az elektroporalas sordn 50 pl
elektrokompetens sejthez 3,5 pl tisztitott ligatumot adtunk. Az elektroporalashoz Bio Rad
Micropulser Electroporator gép Ecl programjat hasznaltuk, amely kifejezetten E. coli-hoz
alkalmazhat6 és 1 db 1,8 kV-os sokkot ad le a sejtek szamara. Az elektroporalashoz tovabba
0,1 cm-es elektroporald kiivettdkat hasznaltunk. Elektroporalast kdvetden a sejtekhez adott
Recovery Medium segitségével regeneraltuk a sejteket ¢és rogton 37 °C-os légtermosztatba
helyeztiik 6ket 1 ordra. Inkubaciot kovetden kanamicines (50 pg/ml koncentracioji) lemezre
szélesztettiik az sejteket 1x-es, 10x-es és 100x-os higitasban. A kontroll lemezre 1x higitasban
szélesztettiik a kontroll mintaval elektroporalt sejteket. Egy ¢éjszakan at tartd inkubacidt

kovetden az /. egyenlet szerint hatarozzuk meg a ligatum transzformalasi hatékonysagat 1 ml-
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re, melyet CFU/ml mértékegységben fejeztiink ki. A CFU/ml mértékegység az 1 ml-re

vonatkoztatott kolonia képzd egységet (angolul: colony forming unit) jelenti.

elektroporalas térfogata (1000 pl)
lemezre szélesztett sejttérfogat (50 pl)

CFU
koléniaszam = higitas mértéke * = transzformalasi hatékonysag (W)

1. egyenlet A ligatum transzformdldasasi hatékonysdagdanak megdllapitasahoz sziikséges egyenlet
A ligatum transzformalasi hatékonysaga (elektroporalas hatékonysdaga) t6bb tag szorzatabol adodik. Az egyik tag a lemezen
leszamolt koloniaszam, a masik a szélesztés soran alkalmazott higitas mértéke, a harmadik pedig az elektropordlas
terfogatanak és a lemezre szélesztett sejttérfogatnak a hanyadosa. Ha ezt a harom tagu szorzast elvégezziik, akkor megkapjuk
a ligatum sejtbe juttatasahoz hasznalt elektropordlas hatékonysagat, melyet CEFU/ml-ben (1 ml-re vonatkoztatott kolonia képzé

egység (angolul: colony forming unit)) fejeziink ki. Ha egyetlen elektroporalast végeztiink, az elektropordlas térfogata 1000 ul,
a lemezre szélesztett sejttérfogat 50 ul volt.

Miutdn meghatéroztuk a ligdtum transzformaldsi hatékonysagat (CFU/ml-ben) a kontroll
lemezen lathatd koloniaszdmot levonva hatarozhatdo meg az Onligdlodas mentes végso
hatékonysdg. Ha az Onligdlodas mentes végsd transzformaldsi hatékonysdgot egy atlagos
inszertmérettel (2 kbp) felszorozzuk, akkor megkapjuk a konyvtarméretet (bazisparban (bp)
kifejezve). A kész metagenomikai konyvtarak méretét az Eredmények és értékelésiik: 5.1

alfejezete irja le.

A szélesztett sejteket 0sszegyljtottiik az egy €jszakan at inkubalt 1x-es higitasu lemezekrdl,
plazmid DNS-t izolaltunk bel6liik. A plazmid DNS izoladlashoz GeneJET Plasmid Miniprep
Kit-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk, mely soran az elici6 50 pl nukledz-mentes
vizben tortént. Ezt kovetden az izolalt plazmidot DNA Clean &Concentrator kittel (Zymo)
tisztitottuk.

A megtisztitott metagenomikai €s genomi konyvtarakat elektrokompetens E. coli BW25113
torzsébe juttattuk. A bejuttatas soran 40-50 ul elektrokompetens sejthez 50 ng plazmid DNS-t
adtunk (amely hordozta az inszertet). Az elektroporacido az 4.6 alfejezetben leirtak szerint
tortént. Egy ora inkubaciot kovetden az elektroporalt sejtek egy részét 10x-es, 100x-os és
1000x-es higitasban sz¢lesztettiik, a maradék kultarat pedig 100 ml LB (Luria Berthani) oldatba
oltottuk, amely kanamicinnel (50 pg/ml végkoncentracidoban) volt kiegészitve. A kanamicin,

olyan szelekcios nyomast biztosit a sejt szamara, hogy fenntartsa a plazmidot.

Egy ¢jszakan at tartd ndvesztést kovetden meghataroztuk az elektroporacid hatékonysagat,
hasonldképpen szamolva, mint ahogy a ligalasnal hatdroztuk meg a ligatum transzformaléasi

hatékonysagat (4.6: . egyenlet). Az elektroporalds sordn a cél, hogy az elektroporacio
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hatékonysaga elérje a ligdtum transzformalasi hatékonysaganak a legalabb tizszeresét CFU/ml-
ben kifejezve. A legaldbb tizszeres lefedettség biztositja, hogy a konyvtarban talalhat6 ritkabb
gének is reprezentalva legyenek a funkciondlis szirés soran. Ha ez megtortént, akkor a
folyadékkultirdhoz glicerint adtunk 25%-os végkoncentracioban, majd a sejteket -80 °C-on

taroljuk felhasznalasig.

Az antibiotikumok alkalmazisa soran fontos figyelembe venni oldhatdésagukat, tarolasi

paramétereiket és hogy milyen olddszerben oldodnak (Dimetil-szulfoxid (DMSO) vagy viz).

Az alkalmazott antibiotikumokat csoportositva és roviditéseiket az alabbiakban foglalom Gssze:
Cephalosporinok: Ceftobiprole (CEF) (ADOOQ), Cefdinir (CFD) (MedChem Express),
Cefoxitin (FOX) (Sigma), Cefepime (FEP) (Cefepime Dihidroklorid monohidrat- MedChem
Express), Ceftazidin (CAZ) (Ceftazidime- MedChem Express); Karbapenemek: Meropenem
(MER) (ADOOQ); Sulopenem (SUL) (Sigma); Monobaktam: Aztreonam (AZT) (MedChem
Express); Penicillin antibiotikumok: Piperacillin (PIP) (MedChem Express)

A 4.8 pontban emlitett antibiotikumok esetén meg kellett hatdrozni a minimalis gatlo
koncentraciét (MIC — angolul: Minimal Inhibitory Concentration). Az MIC az antibiotikum
azon legkisebb koncentracidja, ahol a baktérium novekedése lathatd modon csokken (Andrews
2001). Az MIC meghatéarozast E. coli BW25113 egy olyan torzsében végeztiik, amelybe
elektroporalasra keriilt egy pZE21-p15A plazmid, amely még nem hordozta a méretszelektalt

metagenomi vagy genomi fragmenst (iires plazmid, inszert nélkiili plazmid).

Az MIC méréseket MHB 2 (Mueller Hinton Broth: Sigma) tapfolyadékban 96 lyuku lemezen
vegeztiikk. Eloszor egy kordbbi mérésbdl adoddo MIC értéket vettiink alapul, amely segit
meghatarozni az alkalmazand6 koncentraciosort a kisérlethez. Majd ezt a kordbbi MIC értéket
szoroztuk 2% -onnal, hogy megkapjuk a kezdé koncentracioértéket. Ha ez tal magasnak bizonyul
csOkkenthetd, de ekkor is 2 hatvanyaival szorozzuk meg a kordbbi MIC értéket. A
koncentracidsor kialakitasahoz 12 1épcsds mikrohigitdsos modszert alkalmaztunk. A lemezeken
az A ¢és a H sorok voltak a sejtet nem tartalmazo negativ kontrollok, az elsé oszlop pedig a sejtet

igen, de antibiotikumot nem tartalmazé pozitiv kontroll. A mérések soran, a lemezen a B-t6l a
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G sorig minden lyukba 500.000 sejtet oltottunk. A beoltds utdn 37 °C-on 130-150 rpm-en

razattuk a lemezeket 24 oran at.

Az inkubacio leteltével 600 nm-en mérjiik az optikai denzitdst. A mért optikai denzitds mutatta,
milyen mértékii novekedés volt az egyes antibiotikum koncentracidkon. A ndvekedési
hatarértéket az ,,A” sorban taldlhaté negativ kontroll alapjan hataroztuk meg, ezeket az
értékeket atlagoljuk, majd levonjuk minden a tobbi sorban mért értékbdl, igy megkaphato a
novekedési hatarérték. Az MIC mérés soran alkalmazott tobb replikdtum atlagolasabol
megallapithaté meddig tart a bakteridlis ndvekedés. Ahol megsziinik a mérhetd ndvekedés az
lesz MIC. Az MIC-t mint koncentraciot, pg/ml-ben fejezziik ki és ezt az értéket alkalmaztuk az

MHB gradiens lemez készités soran.

Az MHB2 gradiens lemez készitéséhez sziikséges antibiotikum koncentracido gradiens
kialakitasahoz elsdként a lemezt megdontve egy antibiotikummentes csak MHB2-t tartalmazo
réteget Ontottiink. A masodik réteget, amely antibiotikumot is tartalmazott a megfeleld
koncentracidban, az els6 réteg szaradasa utan ontottilk meg (Weinberg 1959). A masodik réteg
ontéséhez alkalmazott antibiotikum koncentracid, azaz a kezdd legmagasabb koncentracio
meghatarozésa az a 4.9 alfejezetben leirt mdédon meghatarozott MIC érték figyelembevételével
tortént. A koncentracid kiszamitdsa soran eldszor probaként ennek az MIC értéknek vettiik a
0,5x; 1x; 2x-esét. Ezt az értéket optimalizaltuk a hatésszilirés soran attol fliggden, hogy a sejtek

novekedése meddig tartott a lemezen.

Minden egyes antibiotikumhoz 2 féle lemezt Ontiink, az egyik lesz a kontroll, amelyre az E. coli
BW25113 torzsének egy olyan valtozatat szélessziik, amelybe elektroporalasra keriilt a pZE21-
pl5A plazmid, de ez a plazmid még nem hordozza az inszertet (lires plazmid). A kontroll
lemezhez sziikséges kontroll sejt leoltasa a szélesztést megeldz6 napon torténik LB (Luria
Berthani) oldatba 50 pg/ml-es végkoncentracidban alkalmazott kanamicin jelenlétében. A
kontroll sejtek optikai denzitdsanak (OD) 600 nm-en torténd meghatarozasat kovetden az
alabbiak (2. egyenlet) szerint kell szamolnunk, figyelembe véve, hogyha az OD=1, akkor
5*10%-on sejt van 1 ml-ben.

Ligalas hatékonysaga (CFU/ml) * 10
Mért optikai denzitas = 5 = 108

= sejtmennyiség (ml)

2. egyenlet Kontroll lemezek esetén sziikséges sejtmennyiség meghatdarozdasa
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A kontroll sejtek szélesztése esetén alkalmazando sejtmennyiség kiszamolhato mil-ben egy hanyados segitségével. A hanyados
szamlalojat a ligatum transzformalasi hatékonysaganak 10-szerese képezi, ahol a ligatum transzformdlasi hatékonysaga
CFU/ml-ben volt kifejezve (CFU/ml: 1 ml-re vonatkoztatott kolonia képzo egység). A hanyados nevezdjét a mért optikai
denzitds (OD) 5*105-on szorosa adja. Az 5*10%-on sejtszam az OD=1-nek megfeleld sejtszam.

A masik lemezre (kdnyvtéras), egy olyan E. coli BW25113-as torzs kertil szélesztésre, amely
mar hordozza a metagenomikai vagy genomi kdnyvtarat. A konyvtaras lemezek elkészitéséhez
sziikséges sejtek a metagenomikai és genomi konyvtarak elektroporalast kdvetéen -80 °C-on
keriiltek lefagyasztasra. Ezért ezen sejtek esetén meg kell hatarozni az €16 sejtszdmot ahhoz,
hogy megfeleld mennyiségli sejtet széleszthessiink. Ehhez LB+Kanamicin (50 pg/ml)
lemezekre szélessziik ki 10%; 10%; 10%-onos higitasban a sejteket. Majd egy éjszakan 4t 37 °C-
on torténd novesztést kovetden hatdrozzuk meg az €16 sejtszamot CFU/ml mértékegységben a

higitast figyelembe véve, hogy hany sejt van jelen 1 milliliterben.

A konyvtaras lemezek (olyan sejtek keriilnek szélesztésre erre a lemezre, amelyek hordozzék a
metagenomikai vagy genomi konyvtarat) esetén a szamolas (3. egyenlet):

Ligalas hatékonysaga (CFU/ml) * 10

El6 sejtszam ((’;fl—y)

= sejtmennyiség (ml)

3. egyenlet Konyvtiras lemezek esetében sziikséges sejtmennyiség meghatdrozdsa

A metagenomikai kényvtarat hordozo sejtek esetében szélesztendd sejtmennyiség ml-ben kifejezheté egy hanyadossal, amely
ket tagbol all. A szamlaloban a ligatum transzformalasi hatékonysaganak (CFU/ml-ben kifejezve: 1 ml-re vonatkoztatott
kolonia képzo egység) 10-szerese és a nevezében a meghatarozott él6 sejtszam CFU/ml mértékegységben megadva. Az élo
sejtszam is CFU/ml-ben keriilt kifejezésre.

A szélesztés soran tehat sziikség van a kontroll sejtek optikai denzitasara és a metagenomikai
konyvtarat hordozo sejtek €16 sejtszamara. A szélesztést kovetéen 37 °C-on novesztjik a
sejteket. Az altalam hasznalt antibiotikumok (4.5) esetén nagyjabol 18-20 o6ra ndvesztést
kovetden ér véget az inkubacio. Hiszen hosszabb inkubéciot kovetden megjelenhetnek szatellita

telepek, melyek valojdban nem rendelkeznek rezisztencia génnel.

A szélesztést kovetd napon, az inkubacio leteltével meghatarozzuk a rezisztens koloniak szamat
¢s ezeket felborotvaljuk, lefagyasztjuk, plazmidot izolalunk beldlik. A //. dbra megmutatja
egy ilyen hatassziirés eredményét egy kontroll (fent) és egy metagenomikai konyvtarat hordozo
lemezen (lent). A rezisztens kolonidk legylijtése a fronttél 1 cm-re torténik. Ez a front
lényegében azt jeloli, hogy a lemezen meddig tart a baktérium pazsit. A //. abra fekete vonallal
jeloltem a kontroll lemezen (fent), hogy hol helyezkedik el a front €s kék vonallal pedig a
legytijtés kezddpontjat (lent). (Weinberg 1959)

22



11. dbra Allati bél mikrobiom alkényvtir hatissziirése cefepimmel szemben
Az abran kétféle MHB gradiens lemez lathato: fent a kontroll, lent a kényvtaras lemez. A fenti kontroll lemezre egy
metagenomikai kényvtarat nem hordozo Escherichia coli BW25113 torzs keriilt szélesztésre, amely hordozza az inszert nélkiili
PZE21-p15A plazmidot. Az allati bél mikrobiom alkényvtar szerbiai mezégazdasagi (SRB) mintakbol késziilt. Ezt az
alkényvtarat hordozo E. coli BW25113 sejtek keriiltek szélesztésre az also (konyvtaras) lemezre. A hatassziirés mindkét esetben
Cefepime (FEP) antibiotikum mellett tértént. A rezisztens koloniak legyiijtéséhez sziikséges informaciok: A kontroll lemezen

(fent) fekete vonallal jeléltem a frontot, ettol a fronttol 1 cm-re keriilnek legyiijtésre a rezisztens koloniak. A front azt jeldli,
hogy a lemezen meddig tart a baktérium pazsit. A legyiijtés kezdépontjat az also lemezen kék vonallal jeloltem.

A rezisztens kolonidk legyiijtését kdvetden azokbdl plazmidot izoldlunk és megmérjik a
plazmid DNS koncentraciojat. Végiil hibrid szekvenalas segitségével azonositjuk, hogy milyen
ARG-k okoztak a hatasszlirés soran antibiotikumrezisztenciat. A hatassziirések eredménye

megerdsitésre keriilt néhany véletlenszerlien valasztott antibiotikumon ujra elvégezve a szlirést.

A hatéssziirést kovetOen nyert rezisztens kolonidkbdl izolalt plazmidokat kiildjiik el
szekvenalni Ugy, hogy egy hibrid munkafolyamatban 6tvozziikk a Nanopore és az Illumina

szekvenalast (Apjok és mtsai. 2022 (publikalas alatt); Mutalik és mtsai. 2019).

A hossz leolvasasokat (readeket) generdlé Nanopore szekvenalas hatarozza meg a
metagenomi €s genomi DNS fragmenseket (inszerteket, melyek ligalasra kertiltek a vektorba).
A Nanopore szekvenalashoz az 0sszes eddig készitett hatdssziirésbol szarmazd plazmid
izolatum Osszekeverésre keriilt. A kiilonféle szennyezdédések és genomi DNS eltavolitasa
céljabol Lamda-exonukledz (NEB) és Exonukleaz 1. (NVEB) enzim kezelés torténik. Ezen
enzimekb6l 1000 ng DNS-hez 2,5 U-ot hasznaltunk, az enzimekhez tartozo pufferrel egytitt. A

reakcio 6sszemérését kovetden 37 °C-on 30 percig inkubaljuk, majd hdinaktivaljuk az enzimet
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80 °C-on 10 percig. Ezt kovetben DNA Clean &Concentrator (Zymo) kittel tisztitasra
keriilnek a plazmid izolatumok €s a plazmid DNS koncentracidja is meghatarozasra keriil. Ezt
kovetden 5 U/1000 ng Srfl (NEB) restrikcios endonukledz enzim alkalmazasaval linerarizaljuk
az eddig cirkularis plazmid izolatumokat. A reakcid Osszemérését kovetden 37 °C-on 1 Orat
inkubaljuk, majd hdinaktivaljuk az enzimet 65°C-on 20 percig. Ezt kdvetden az §sszekevert €s

(Apjok és mtsai. 2022 (publikalas alatt); Mutalik és mtsai. 2019)

A rovid leolvasasokat (readeket) generald Illumina szekvenalas soran arra kapunk valaszt,
hogy az egyes mintak mely szelekciobdl szarmaztak, mint példaul melyik antibiotikummal
szemben tortént szelekciod, illetve milyen konyvtaron, alkonyvtaron. Ez Ggy lehetséges, hogy
minden inszert elott ¢s mogott (upstream €s downstream) talalhatd egy 10 nukleotid hosszisagu
random szakasz (barcode) a pZE21-p15A plazmidon, melyek segitségével azonosithato, hogy

melyik inszertrdl van sz6 pontosan.

Ahhoz, hogy azonositani tudjuk, melyik inszertrdl van sz6 a barcodeokat amplifikalni kell. Az
upstream €s downstream barcodeok amplifikalasdhoz Illumina specifikus primerparok (forward
¢s reverz) sziikségesek. A hatdsszlrésekbdl szarmazo plazmidokat Phusion PCR-rel
amplifikaltuk, a tervezett Illumina specifikus primerparok mellett, melyek megtervezése egy

korabbi munkdhoz (Apjok és mtsai. 2022 (publikalas alatt)) kéthetd.

A barcodeok amplifikalasdhoz sziikséges Phusion PCR reakcid 0Osszedllitdsa 20 pl-re az
alabbiak alapjan tortént: 15 ng plazmid DNS; 4 pl 5x GC pufter; 0,2 ul Phusion Polimeraz
(Thermo Fisher Scientific); 0,6 ul DMSO; 2,5 mM-os ANTP-bdl 1,6 pl; 10 uM-os forward és
reverz primerbdl 1 pl, nukledz mentes viz. Ezt kovetden PCR gépbe keriiltek a minték és az
alabbi program keriilt lefuttatasra: predenaturacié 95 °C 5 perc; denaturacio 95 °C 30 mp;
hibridizacio 59 °C 30 mp; elongécio 72 °C 5 perc; majd a végso hibajavitasokra 72 °C 7 perc.

A denaturécio, hibridizacid ¢és elongacié 30 ciklusan at zajlott.

Ezt kovetden a plazmid amplifikaciojanak ellendrzése agaroz gélelektroforézissel tortént 50-50
ng-ot futtatva a plazmid DNS-bdl GelRed (Biotium) interkalalodo nukleinsav festékkel festve.
A gélfuttatashoz Low Range (25 bp - 700 bp) DNS létrat (Thermo Fisher Scientific)
alkalmaztunk. Ha az ellendrzés soran az amplifikalt plazmid szakaszok azonos méretiiek voltak
(137 bp), akkor 1:1 koncentracié aranyban 0sszekeverésre keriiltek. Az 6sszekevert plazmidok
ezt kdvetden 0,75%-o0s agaroz gélen lettek megfuttatva, Low Range DNS létra mellett, GelRed
(Biotium) nukleinsav festéket alkalmazva. A gélfuttatas utan egy 137 bp-os DNS szakaszt
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izolaltunk gélbdl Monarch DNA Gel Extraction Kittel (NEB). Ezt kovetéen mértiik a gélbol
izolalt plazmid DNS keverék koncentraciojat és ezt kovetden keriilt elkiildésre a minta [llumina

szekvenalasra (Apjok és mtsai. 2022 (publikalas alatt); Mutalik és mtsai. 2019)

A két szekvenalas (Illumina és Nanopore) eredményének Osszeflizése bioinformatikusokat

bevonva tortént.

5 Eredmények és értékelésiik:

A metagenomikai konyvtarépités egy tobblépéses folyamat, amely magaban foglalja a
kiilonb6zd kornyezetekbdl torténd mintagytijtést, majd ezekbdl a kornyezeti mintakbdl genomi
DNS izolalast és fragmentaldst, majd a megfeleld méretli fragmenteket egy alacsony
kopiaszamu plazmidba ligaljuk, mely soran igy metagenomikai és genomi konyvtarak jonnek
1étre (Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017; dos Santos és mtsai. 2017). A munkafolyamat egyes

1€péseit Anyagok, eszkozok és modszerek: fejezet foglalja 6ssze.

Az [. tablazat irja le a készitett metagenomikai konyvtarak jellemzdit. 4 6 konyvtartipus kertilt
létrehozasra: a patogén mintakat feloleld klinikai konyvtar, az emberi €s allati bél mikrobiomot
tartalmazo bél mikrobiom kdnyvtar, a szennyvizmintakat tartalmazé szennyviz konyvtar és az
indiai talajmintakat tartalmazo6 talaj konyvtar. Ezen konyvtarak kisebb alkonyvtarakbol épiilnek
fel.

A megépitett konyvtarak jellemezhetdek méretiik szerint. Miutan meghataroztuk a ligatum
transzformalasi hatékonysagat (CFU/ml-ben, /. tablazatban feltiintetve) egy atlagos
inszertmérettel (2 kbp) felszorozzuk, akkor megkapjuk a konyvtarméretet (bazisparban (bp)
kifejezve). A kész metagenomikai konyvtarak méretét az Eredmények és értékelésiik: 5.1
alfejezete irja le. A 4 f6 konyvtar mérete kiilon-kiilon (ha az atlagos inszert méretet 2000 bp-
nek vessziik): a szennyviz konyvtar 9,38 Gbp; a klinikai konyvtar 15,65 Gbp; a bél mikrobiom
konyvtar 20,712 Gbp; a talajkonyvtar 10 Gbp méretli. Méret szempontjabol tehat a bél
mikrobiom kényvtar és a klinikai konyvtar a legnagyobb. Osszeségében, ha az Osszes
konyvtarat nézziik, akkor ez egy 55,742 Gbp nagysagl konyvtar (atlagos inszert méret 2000
bp). Az 6sszes metagenomikai €s genomi konyvtar tobb mint 18000 baktérium genomot fed le,
ha atlagosan 3 milli6 bazisparos (bp-os) bakteridlis genommal szamolunk. Ezeket a

konyvtarakat az E. coli BW25113 torzsbe juttattam be és kiilonféle B-laktam antibiotikumokkal
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szemben végrehajtott hatasszlirésben hasznaltam fel. Természetesen a megépitett konyvtarak

masfajta funkcionalis metagenomikai szlirésre is felhasznalhatok, mas gazddban is. (Apjok és

mtsai. 2022(publikdlas alatt)

1. tablazat Készitett metagenomikai konyvtarak attekintése:

Konyvtarnév |Alkonyvtarak Rovidités Ligatum Konyvtarméret

neve transzformalasi (Gbp)

hatékonysaga
(CFU/ml)

Szennyviz Szennyviz WASTE 4688785 0,38
konyvtar
Klinikai Uj patogén NEW Patho 1825000 3,65
konyvtar alkOnyvtar

\Patogén alkonyvtar |Patho 6M 6000000 12
Bél mikrobiom |Allati eredetii bél |[HUN 3070800 6,142
konyvtar mikrobiom

alkonyvtar (magyar

mezOgazdasag)

Allati eredetii bél  [SRB 5287117 10,57

mikrobiom

alkonyvtar (szerb

mezOgazdasag)

[Emberi bél GUT 2000000 4

mikrobiom

alkonyvtar
Talajkonyvtar |Indiai talajkényvtar\SOIL 5000000 10

Az 1. tablazat harmadik oszlopaban a ligatum transzformalasi hatékonysdaga keriilt kifejezésre 1 ml-re vonatkoztatoti
kolonia képzd egysegben (CFU/ml- a CFU angolul: Colony forming Unit). A negyedik oszlopban a kényvtarmérel
keriilt megadasra gigabazisparban (Gbp) kifejezve, ez ugy tortént meg, hogy mindenhol a ligatum transzformalasi
hatékonysaga megszorzasra keriilt az datlagos inszertmérettel (2000 bp). Azon alkonyvtarakat, melyek el6zd
kutatasokbol szarmaznak dolttel jelolom, de megemlitem, hiszen ezen kényvtarak hatassziirése is része d

dolgozatomnak.

Az elkészitett metagenomikai €s genomi konyvtarakat E. coli BW25113-as torzsébe juttattam

¢s ezen metagenomikai és genomi konyvtarakat hordozo baktérium kultardkat hatasszlrés ala

vetettem 9 kiilonb6z6 antibiotikummal szemben. Ezen antibiotikumok, olyan béta-laktam

antibiotikumok, amelyek gyakran keriilnek felhasznilasra a klintkumban és egy résziik

kombinalhat6 béta-laktamaz inhibitorokkal.

A hatéasszliirést MHB gradiens lemezen végeztem ¢€s a hatasszlirésbdl szarmazo6 rezisztens

kolonidkat 6sszegyljtottem, majd azokbol szekvenalasra kiildtem, ennek modjat az 5.3 alfejezet
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foglalja 0ssze. A hatéssziirés eredményeként a kiillonbdz6é koldoniaszamokat a Fiiggelék:
. kiegészito tablazata mutatja meg. Azon esetekben, ahol nagyon nagy szamu volt a rezisztens
kolonidk szama és szinte szamolhatatlan mennyiségben voltak rezisztens kolonidk, ott 3000+

jelolést alkalmaztam.

A mobdszer segitségével Osszesen tobb mint 30000 rezisztens koldnidt azonositottunk. Az
ezekbdl szarmazé ARG-k azonositasa szekvenalassal folyamatban van. Természetesen a
rezisztens kolonidk szdmabol még nem kovetkeztethetiink a rezisztencia gének szamara, hiszen
egy ARG tobb koldnidban is el6fordulhat. Mindenesetre néhany nagysagrendi kovetkeztetés
levonhato a konyvtarakat illetden (/2. abra):

Rezisztens koldoniak szama
10000

m Bél

mikrobiom
konyvtar
H Klinikai
konyvtar
Talaj
konyvtar
Szennyviz
konyvtar
1

CAZ CEF CFD FEP FOX MER SUL PIP AZT
Cephalosporinok Karbapenemek

Antibiotikumok

—
o
o
o

(log,o skala)

10

o

1

o

Rezisztens koldnidk szama (CFU)

12. abra Rezisztens koloniak szamanak eloszldasa a kiilonbozd antibiotikumokkal szemben

A 12.dbra esetében az x-tengely az alkalmazott antibiotikumok réviditését, az y tengely a rezisztens kolonidk szamat mutatja
logaritmikus skalan (Igi0) CFU-ban (kolonia képzd egység). Alkalmazott antibiotikumok és roviditéseik: Cephalosporinok:
Ceftazidim (CAZ); Ceftobiprole (CEF), Cefdinir (CFD); Cefepime (FEP); Cefoxitin (FOX); Karbapenemek: Meropenem
(MER),; Sulopenem (SUL); Monobaktam: Aztreonam (AZT),; Penicillin antibiotikum: Piperacillin (PIP). A szinkodok
magyarazata: kék- bél mikrobiom konyvtar, narancs- klinikai kényvtar, sziirke- talaj konyvtar, sarga- szennyviz konyvtar.

Ahogy azt a /2. abra szemlélteti, a klinikai kdnyvtar és a bél mikrobiom konyvtar esetében
szinte minden antibiotikummal szemben nagy szamu rezisztens koldniat sikeriilt azonositani.
A talaj konyvtarban és a szennyviz konyvtarban is sikeriilt szamos rezisztens koloniat
azonositani, viszont kevesebbet, mint az elébbi két konyvtarnal. Ennek oka lehet a kdnyvtarak
méretkiilonbsége, hiszen a klinikai és a bél mikrobiom konyvtarak mérete nagyobb (tobb mint
15 Gbp), mint a talaj és a szennyviz konyvtarak mérete (9-10 Gbp). A konyvtarméret pedig
Osszefliggésben lehet azzal, hogy mennyi ARG van jelen az adott konyvtarban (Su és mtsai.
2014). A nagyobb konyvtarméret mellett tobb ARG azonosithatd, ezaltal nagyobb rezisztens

koloniaszamot is adnak ezek a konyvtarak. Emellett a bél mikrobiom kdnyvtar esetén az allati
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alkonyvtarak koziil a szerb mezdgazdasdgi mintdkbol szarmazd alkonyvtar nagy szami
rezisztens koloniat produkalt (Fiiggelék: 1. kiegészitd  tablazat), melynek oka a
mezdgazdasagban felhasznalt nagy mennyiségi antibiotikum (Manyi-Loh és mtsai. 2018). Ez
szintén hozzédjarulhat a bél mikrobiom konyvtar esetén tapasztalt magas rezisztens

koloniaszamhoz.

A karbapenemek esetén kevés rezisztens kolonidt azonositottam. Ennek oka az lehet, hogy a
kisérletben hasznalt karbapenemeket nem alkalmazzdk a klinikumban olyan nagy aranyban,
mint a cephalosporinokat. A meropenemet, mint ,utols6 lehetdség” antibiotikumot
alkalmazzak, mig a sulopenem még csak a klinikai vizsgalatok 3.fazisdban van, igy széles

korben még nem alkalmazzak (Osei Sekyere 2016) (World Health Organization 2019).

Fontos kiemelni, hogy a ceftobiprollal szemben, amely egy 5.generdcios cephalosporin,
hasonldéan magas rezisztens koloniaszamokat kaptunk, mint mas antibiotikumokkal szemben
(12. abra). Ez azt jelenti, hogy mar a kornyezetben eldfordulnak olyan ARG-k, amelyek
rezisztenciat biztositanak ezzel az antibiotikummal szemben, annak ellenére, hogy nemrég

keriilt forgalomba (Giacobbe és mtsai. 2019; World Health Organization 2019).

Az 5.2 alfejezetben emlitett hatassziirésb6l nyert antibiotikum rezisztens kolonidk
Osszegyujtésre keriiltek, majd ezekbdl plazmidot izoldltam ¢&s Illumina és Nanopore
szekvenalasra készitettem eld ezen plazmidokat. A Nanopore szekvenalds segitségével
hatarozzuk meg, hogy melyik ARG-rdl van sz6 és az Illumina szekvenalasbol pedig, hogy
melyik konyvtarbol, alkonyvtarbol és melyik antibiotikumrdl szarmazott az adott ARG (4pjok
és mtsai. 2022- publikadlas alatt; Mutalik és mtsai. 2019).

A nagyobb konyvtarak létrehozasa eldtt két kisebb méretli konyvtarbol azonositottunk ARG-
ket szekvenalassal az Anyagok, eszkozok és modszerek 4.11 alfejezetében leirtak szerint. Itt a

cél leginkdbb az volt, hogy a kiilonféle antibiotikumokkal szemben azonositsunk ARG-ket.

A 2. tablazatban az azonositott ARG-k koziil a B-laktamdzokat mutatom be kategorizalva. Az
ARG-k azonositasa a CardRes adatbazis (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database
) segitéségével tortént bioinformatikai analizis eredményeként. A tovabbi azonositott ARG-k a

Fiiggelék: 2. kiegészito tabldazataban talalhatoak meg.

2. tablazat Két kisebb méretii, allati eredetii mikrobiom alkonyvtarbol azonositott ARG-k:
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Antibiotikum Rezisztencia gén Karakterizalas Hivatkozas
név (Ambler/Bush-Jacoby
Medeiros)
CFD TEM-213 Ambler A/ 2b (Arlet és mtsai. 1999; Tessier és
mtsai. 1998; The Comprehensive
IAntibiotic Resistance Database ¢é.
n.)
CFD ACC-3 Ambler C/1 (Girlich és mtsai. 2000, 1)
CFD blaPAU- Ambler A/2be (1. Wang és mtsai. 2019)
1 1 MHO053445
CFD blaZ 92 FKWGO01|Ambler A (Mc.Laug.hlin, Murray, és '
—1 - IRabinowitz 1981; Pence és mtsai.
00000 2015; Yuan és mtsai. 2011)
FOX TEM-213 Ambler A/ 2b (Arlet és mtsai. 1999; Tessier és
mtsai. 1998; The Comprehensive
IAntibiotic Resistance Database ¢é.
n.)
SUL PDC-86 Ambler C/1 (Berrazeg és mtsai. 2015)
CFD NDM-9 Ambler B (MBL)/3 (X. Wang és mtsai. 2014)
CFD CblA-1 Ambler A/2e (Philippon és mtsai. 2016; Smith,
Bennett, és Parker 1994)
CFD NDM-15 (NDM-1 |Ambler B (MBL)/3 (Moellering 2010)
varians)
MER NDM-15 (NDM-1  |Ambler B (MBL)/3 (Moellering 2010)
varians)
SUL NDM-15  (NDM-1Ambler B (MBL)/3 (Moellering 2010)
varians)
A 2.tablazat elsé oszlopaban a hatdsstiréshez felhasznalt antibiotikumok roviditése lathato: cefdinir (CFD); cefoxitin
(FOX), sulopenem (SUL); meropenem (MER). Félkovérrel jeloltem az egyik alkonyvtarbol szarmazo ARG-ket, doltte
vedig a masik alkényvtarbol szarmazo ARG-ket. A harmadik oszlopban a leirt rezisztencia gének karakterizalasa
lathato Ambler (A, B, C, D) és Bush-Jacoby-Medeiros karakterizalas szerint (1,2,3 és betiikkel jel6lt alcsoportok).

Osszefoglalva, szinte mindegyik Ambler osztalybol sikeresen azonositottunk ARG-ket
(2.tabldzat). Legnagyobb aranyban, mint varhato volt, az Ambler A osztalybol keriiltek ki -
laktamazok (TEM-213, CblA-1, blaPAU (A4rlet és mtsai. 1999, Tessier és mtsai. 1998). Azért
azonositottunk leginkdbb Ambler A [-laktamazokat, mert a kisérletben felhasznalt
antibiotikumok leginkdbb ezt a csoportot célozzak (Bush és Bradford 2019). A blaPAU egy
olyan B-laktamaz, amely gyakran asszocialodik mobilis genetikai elemekkel és ezaltal gyorsan
elterjedhet a kornyezetben (J. Wang és mtsai. 2019). Emellett azonositottunk Ambler C
osztalyba tartozd B-laktamazokat is (ACC-3, PDC-86) (Berrazeg és mtsai. 2015, Girlich és
mtsai. 2000).

Azonositottunk tovabba Ambler B csoportba tartozo B-laktaméazokat is (NDM-15, NDM-9)
(Moellering 2010, X. Wang és mtsai. 2014). Az NDM-15 és az NDM-9 szekvencialisan
viszonylag tavolabb allnak egymashoz képest hiszen, az NDM-9 az aktiv centrumaban hordoz
mutaciot az NDM-15-hoz képest és nagyobb katalitikus hatékonysaggal is rendelkezik az
NDM-9 (Verma 2017). Az NDM-ek sz¢les korben elterjedtek az utdbbi idében, viszont nincs
még ezen csoporttal szemben elfogadott hatasos antibiotikum, illetve antibiotikum- B-laktamaz

inhibitor kombinécid (Bush és Bradford 2019).
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Megfigyelhetd, hogy a cefdinirrel (cephalosporin) szemben tobb lehetséges rezisztencia gén is
azonositasra keriilt. Egy szdmomra lehetséges magyarazat erre az, hogy ez Osszefliggésben
allhat a konyvtarak diverzitdsaval és méretével, minél diverzebb €és nagyobb a konyvtar annal

tobb rezisztencia gén lesz azonosithaté egy antibiotikummal szemben (Su és mtsai. 2014).

Fontos megfigyelés lehet tovabba az, hogy az NDM-15-6t tobb antibiotikummal szemben is
azonositottuk, amelyek eltéré B-laktam csoportba tartozhatnak. Jol lathatd, hogy cefdinirrel
(CFD), ami egy cephalosporin €s karbapenemekkel, meropenemmel (MER) és sulopenemmel
(SUL) szemben is megjelent ugyanaz a karbapenemdz, az NDM-15. Ez azt jelenti, hogy az
NDM-15 nem csupan karbapenemaz, hanem multidrogrezisztenciat is biztosit. (Sun és mtsai.
2018). Az ilyen multidrogrezisztenciat biztositd6 ARG-k pedig nagyon gyakran képesek plazmid

medialt médon horizontalis géntranszfer segitségével szétterjedni (Sommer és mtsai. 2017).

Az NDM-15 a fentiekbdl kovetkezden tehat a cephalosporinok €s a karbapenemek hidrolizisére
is képes. Ennek okozata abban keresendd, hogy az NDM-15 egy olyan széles szubsztrat
specificitassal rendelkezd [-laktamaz, amely szinte mindegyik B-laktam antibiotikum
hidrolizisére képes. Az NDM-ek esetén eléforduld cephalosporinaz és karbapenemaz aktivitas
arra vezethetd vissza, hogy a cephalosporinok (vagy penicillinek) hidroliziséért felelds fehérje
részlet részét képezi a karbapenemek hidroliziséért felelds fehérje részeknek. Ez felfoghat6 ugy,
hogy az NDM-ek rendelkeznek a cephalosporinok hidroliziséeért felelds alapkészlettel és

emellett még a karbapanemdz aktivitasért felelos részekkel is (Sun és mtsai. 2018).

A 2.tablazat nem tér ki mas mechanizmusokra, mint az efflux pumpak miikddése vagy a
célfehérjék modositasa. Megemlithetd, hogy azonositasra keriiltek egyéb ARG-k is a
hatassztirés folyaman (Fiiggelék: 2. kiegészito tablazat). Ezek koziil emlitésre méltd a
mecC 4 HG515014 gén altal kodolt fehérje, amely a PBP modositasa révén csokkenti a -
laktam antibiotikumok affinitdsat a sejtfalhoz (Paterson, Harrison, és Holmes 2014). Tovabba
azonositasra keriilt néhdny efflux pumpa, tobbek k6zott a CmeC €s a RamA szabalyozo fehérje.
A RamA egy multidrog efflux pumpa kifejez6dését szabalyozza, amely szamos antibiotikum
kijuttatasat idézi elé a kozegbe (Frye és mtsai. 2010; Ricci, Blair, és Piddock 2014).
Természetesen az egyes mechanizmusok kombindlédhatnak és ezen efflux pumpak is
tarsulhatnak példaul egy B-laktamaz altal kivitelezett enzimatikus hasitas mellé (Bonomo 2017,

Crofts, Gasparrini, és Dantas 2017).
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Az azonositott ARG-k listaja a jovoben még boviilni fog. A funkcionélis metagenomikai szlirés
tehat lehetdséget teremt arra, hogy a kornyezetben mar jelenlévd funkcionalis ARG-ket

azonositsunk ¢€s ajanlasokat fogalmazzunk meg az egyes antibiotikumok alkalmazasat illetden.

6 Osszefoglalas:

A kiilonboz6 kornyezetekben eléforduld nagymértékii antibiotikum felhasznéalas antibiotikum
rezisztencia forrépontokat teremt, ahol nagy aranyban fordulnak elé6 ARG-k. Ezen ARG-k
gyakran plazmidokon talalhatéak ¢€s horizontalis géntranszferrel terjedhetnek egyik
baktériumrol a masikra. Ezaltal a kornyezetiinkben jelen lehetnek olyan ARG-k, amelyek akar
a klinikai fejlesztés alatt 4ll6 antibiotikumokkal szemben is rezisztenciat biztositanak (Gwenzi,
Musiyiwa, és Mangori 2020; Sommer és mtsai. 2017). Ezen rezisztencia forropontok lefedésére
egy korabbi munkaban (Apjok és mtsai. 2022 (publikdlas alatt)) harom metagenomikai
konyvtarat hoztak létre.

Munkdm sordn, tovabbi négy alkOnyvtarat (2 allati bél mikrobiom alkdnyvtar, 1 patogén
alkdnyvtar, szennyviz konyvtar) hoztam létre, melyek segitségével kibdvithetdve valt az eredeti
harom kényvtar. Osszegzésképpen tehat a munkamhoz rendelkezésre 4llt egy bél mikrobiom
konyvtar, egy klinikai konyvtar, egy szennyviz konyvtar és egy indiai talaj konyvtar. igy
lehetségessé valt a kornyezetben eléforduld funkciondlis ARG-k széleskorli feltérképezése

lefedve a rezisztencia forropontokat.

Ezen génkonyvtarak funkciondlis szlirését 9 B-laktdm antibiotikumokkal szemben elvégezve
szamos rezisztens kolonidt azonositottam. Elmondhatd, hogy a rezisztens kolonidk szdma
Osszefliggésben allt a konyvtarmérettel (Su és mtsai. 2014). Két kisebb alkdnyvtar szekvenalasa
soran pedig azonositottunk ARG-ket, koztiikk szdmos B-laktamazt. Ezek kozott kiemelendd az
NDM-15 egy olyan multidrogrezisztenciat okozd, széles szubsztratspecificitassal rendelkezd
ARG, amelynek eredeti formaja az NDM-1 Azsiabol szarmazik, de mar Europaban is megjelent
(Sun és mtsai. 2018, European Centre for Disease Prevention and Control 2012; Moellering
2010). Elmondhato, hogy az NDM-ek széleskorii elterjedése horizontalis géntranszferrel
problémat jelent, hiszen nincs még forgalomban olyan béta-laktdm antibiotikum és béta-
laktamaz inhibitor kombindci6, amely hatasos lenne veliik szemben. (2021 antibacterial agents

in clinical and preclinical development- WHO jelentés)

Az 10j béta-laktamaz inhibitorok fejlesztése ma mar kritikus feladatta valt, hiszen egyre

sz¢élesebb korben terjednek el az MBL B-laktamazok, melyek ellen kevés inhibitor hatasos
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jelenleg. Ilyen MBL-ek ellen hatdsos inhibitorok lehetnek majd a taniborbaktdm ¢és a
xeruborbaktam (2021 antibacterial agents in clinical and preclinical development - WHO
jelentés). Ezeket kiilonféle cephalosporinokkal ¢és karbapenemekkel kombinalva figyelembe
véve a megfeleld farmakokinetikai és farmakodinamikai 6sszepéarosithatosagot felvehetd a harc

a sz¢les korben terjedd B-laktaméazokkal szemben (Bush és Bradford 2019).

Tévlati terveim kozott szerepel a B-laktamazokkal rendelkezd rezisztens baktériumokkal
szemben néhany antibiotikum ¢és [B-laktamaz inhibitor kombinacié alkalmazéisa, melyek
preklinikai vagy klinikai fazisban vannak. Ezek az eredmények pedig hozzdjarulhatnak majd
ahhoz, hogy ajanlasokat fogalmazzunk meg, mely antibiotikum ¢és béta-laktamaz inhibitor
kombinacidok alkalmazhatoak jol napjainkban (2021 antibacterial agents in clinical and

preclinical development).
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7 Figgelék:

1. kiegészito tablazat Rezisztens koloniaszamok a kiilonbozdé alkonyvtaraknal a kiilonbozo antibiotikumokkal szemben

Antibiotikum | WASTE SRB HUN PATHO GUT SOIL
CEF 153 697 35 3000 403 76
FOX 366 820 36 1005 290 181
CFD 279 2045 115 3000 502 46
SUL 24 232 6 116 260 59
MER 15 37 43 60 0 4
CAZ 124 823 235 1435 433 67
FEP 148 1380 117 1502 261 57
AZT 232 696 131 1955 1327 153
PIP 444 1280 151 3000 348 511

A tablazat elsé oszlopaban a hatassziiréshez felhasznalt antibiotikumok roviditései lathatoak: ceftobiprole (CEF),; cefoxitin (FOX);
cefdinir (CFD), sulopenem (SUL); meropenem (MER), ceftazidim (CAZ); cefepime (FEP); Aztreonam (AZT), piperacillin (PIP).
A masodik oszloptol az utolso oszlopig a hatassziirésben részt vett alkonyvtarak réviditései lathatoak: szennyviz alkonyvtar
(WASTE),; dllati bél mikrobiom alkényvtar szerb mezdégazdasagi mintakbol (SRB); dllati mikrobiom alkényvtar magyar
mezogazdasagi mintakbol (HUN), patogén (al)konyvtar (PATHO), emberi bél mikrobiom alkényvtar (GUT), indiai talajmintakbol
felepiild (al)konyvtar (SOIL).

2. kiegészito tablazat Hibrid szekvenalassal azonositott rezisztenciagének

Antibiotikum Rezisztencia gén név | Rezisztencia mechanizmus

CFD cmeC antibiotikum efflux

CFD ramA ant@b%otlikum efflux, csokkent permeabilitas

antibiotikumra

CFD TEM-213 antibiotikum inaktivacio

CFD ACC-3 antibiotikum inaktivacio

CFD Burkholderla. csokkent permeabilitas az antibiotikumra
pseudomallei Omp38

CFD OmpA csokkent permeabilitas az antibiotikumra

CFD blaPAU-1_1_MHO053445 |enzimatikus modositas
penA_1_AF515059 e

CFD (Ohnishi és mtsai. 2010) enzimatikus inaktivacio
mecC_4_HG515014

CFD (Paterson, Harrison, és|target modositas
Holmes 2014)

CFD blaz_92_FKWG01000001 | enzimatikus inaktivacio

FOX TEM-213 antibiotikum inaktivacio

FOX penA_1_AF515059 enzimatikus inaktivacio

FOX mecC_4_HG515014 target modositas

SUL PDC-86 antibiotikum inaktivacio

SUL ramA ant%b%ot1'l<um efflux, csokkent permeabilitas

antibiotikumra
CFD NDM-9 antibiotikum inaktivacio
CFD CblA-1 antibiotikum inaktivacio
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CFD NDM-15 antibiotikum inaktivacio

antibiotikum efflux, csokkent permeabilitas
FOX ramA o

antibiotikumra
MER NDM-15 antibiotikum inaktivacio

antibiotikum efflux, csokkent permeabilitas
MER ramA o

antibiotikumra

antibiotikum efflux, csokkent permeabilitas
SUL ramA oo

antibiotikumra
SUL NDM-15 antibiotikum inaktivacio
Az elsé oszlopban a hatdssziiréshez felhasznalt antibiotikumok roviditése lathato: cefdinir (CFD); cefoxitin (FOX), sulopenem
(SUL); meropenem (MER). A mdasodik oszlopban az azonositott antibiotikumrezisztencia-géen (ARG) keriilt feltiintetésre. Itt
félkovérrel jeloltem azokat, amelyek az egyik alkonyvtar esetében keriiltek azonositasra, délttel pedig a masik alkényvtar esetén
azonositasra keriilt ARG-k lathatoak. A harmadik oszlopban az azonositott rezisztencia mechanizmus lathato a CardRes (The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database) adatbazis alapjan.
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